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日 本 三 株 斜 纹 夜 蛾 核 型 多 角 体 病毒 的 增殖 特性 
及 其 多 角 体 蛋白 基因 的 序列 分 析 


Ж XL AAR, ЕХЕ, REF, WERT., ИОНЫ mo s 
(1. 苏州 大 学 生命 科学 学 院 , 江苏 苏州 ”215006; 2. 江苏 大 学 生命 科学 学 院 , 江苏 镇 江 212013; 
3. 日 本 名 证 屋 大 学 大 学 院 生 命 农 学 研究 科 , 日 本 和 名古屋 464-8601) 


摘要 : 利用 斜纹 夜 峨 Spodoptera litura 培养 细胞 , 对 近年 来 在 日 本 本 州 \ 九 州 和 四 国 等 地 发 现 并 科 选 出 的 对 斜纹 夜 峨 幼虫 具有 
强烈 杀 虫 活性 的 3 株 斜纹 夜 蛾 核 型 多 角 体 病毒 (SplHIMNPV)(K-3、G1-2 和 G10-3) 进 行 了 生物 学 活性 和 分 子 生 物 学 的 初步 研究 ， 
克隆 了 多 角 体 蛋白 基因 ,并 进行 了 序列 分 析 和 比较 。 结 果 表 上 明 : (1)SpltMNPY 日 本 分 离 株 K-3、GI-2 和 G10-3 分 别 具 有 不 同 的 
特征 性 酶 切 图 谱 , 分别 属于 3 种 基因 型 (A 型 .B 型 和 C 型 ); (2)3 个 分 离 株 的 芽 生 型 病毒 (budded virus) 产 生 能 力 和 多 角 体 产生 
能 力 有 差异 , 免疫 印迹 分 析 表 明 , 多 角 体 蛋白 的 分 子 量 也 不 同 ; (3) 日 本 株 SpltMNPYV 核 型 多 角 体 蛋白 结构 基因 由 747 ARER 
编码 序列 (编码 249 个 氨基 酸 ) 组 成 ,其 序列 与 中 国 株 SpltMNPV 的 同 源 性 为 98.9% ,与 其 他 6 种 核 型 多 角 体 病毒 有 较 高 的 同 源 
性 (61.7% ~ 74.2% ), BH 5' ЕС п-1- -100) 与 AcMNPV 和 BmNPV 相 比 差异 显著 ,在 对 该 基因 表达 调控 起 决定 性 作用 
的 8 个 高 度 保守 核 背 酸 序列 中 Cnt-44~ -51) 有 2 处 发 生 自然 突变 。 
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multicapsid nucleopolyhedrovirus in cultural cells and sequence analysis of their 


polyhedrin genes 
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Abstract: Biological and molecular characteristics of three strains СК-3, G1-2 and G10-3) of Spodoptera litura 
multicapsid nucleopolyhedrovirus CSpltEMNPV. isolated from Honshu» Kyushu and Shikoku» Japan: which had strong 
pesticide activity to S. litura» were primarily studied using the cultured cell strain of S. litura. The polyhedrin genes of 
the three strains was cloned and sequenced. The results showed that: (1) the three Japanese strains K-3, G1-2 and С10-3 
had different restriction fragmentation pattems and belonged to the nucleic acid type А, B and C of SpltMNPV 
respectively. (22 There are differences in the outputs of budded virus СВУ? and polyhedron between the three strains. 
According to the analysis of immunological blotting» the molecular weights of polyhedrin in the three strains were 
different. (32 The polyhedrin gene of the Japanese SpltMNPV is composed of 747 nucleic acids» which codes a peptide 
of 249 amino acids. The nucleic acid sequences homology is as high as 98.9% compared with the Chinese strain and 
61.7% — 74.2% with other six NPVs compared. However: in the 5” upstream sequence Спі-1 - -1002, SpltMNPV 
differs significantly with AcMNPV and BmNPV. There are 2 point mutations in the sequence with 8 highly conservative 
nucleic acids Cnt-44 – -51), which is the domain of the promoter. Interestingly; in spite of only one mutation occurred in 
the polyhedron open reading frame of SpltMNPV C type: the western-blot result showed that the molecular weight of 
polyhedron of SpltMNPV С type is apparently different from that of A type and B type. 
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斜纹 夜 蛾 核 型 多 角 体 病毒 〈Spodoptera litura 
multicapsid nucleopolyhedroviruss SpItMNPV 7) 属于 杆 状 
病毒 科 , 其 宿主 昆虫 斜纹 夜 蛾 Spodoptera litura 是 一 
种 杂食 性 的 重要 农业 害虫 ,在 中 国 、 日 本 、 朝 鲜 和 东 
南亚 地 区 广泛 地 危害 水 稻 、 玉 米 、 棉 花 . 烟 草花 生 等 
数 十 种 粮食 和 经 济 作物 以 及 蔬菜 等 CGabriel, 1997; 
Murata et al.» 1998). 

应 用 SpltMNPV 防治 斜纹 夜 蛾 是 一 种 有 效 的 生 
物 防 治 方法 ,特别 是 在 各 种 化 学 合成 杀 虫 剂 严重 污 
染 环 境 以 及 害虫 对 杀 虫 剂 抗 性 日 益 增 强 的 情况 下 ， 
生物 防治 愈 显 重 要 和 迫切 (Moscardi, 1999)。 尽 管 
SpliMNPV 作为 商品 化 杀 虫 剂 已 在 我 国 一 些 地 方 推 
广 使 用 ,但 是 , 杀 虫 时 间 较 长 ,宿主 域 窄 以 及 对 老龄 
幼虫 的 低 毒 性 等 缺点 有 竺 解决。 寻找 和 筛选 新 的 高 
毒 力 的 病毒 杀 虫 剂 , 并 从 细胞 和 分 子 水 平 研究 病毒 
的 生物 学 特性 、 基 因 的 结构 和 功能 , 进一步 通过 遗传 
工程 的 途径 改良 病毒 杀 虫 剂 的 杀 虫 效果 是 昆虫 病毒 
学 研究 的 重要 内 容 ( 如 鸿 声 , 1998). 

SpltMNPV 中 国 株 的 基因 组 全 序列 已 被 测定 
(Pang et al.» 20010, 目前 已 对 该 病毒 基因 组 的 部 分 
基因 作 了 序列 分 析 , 包 括 egt. p10 polh 和 gp37 等 基 
ACE Ж 4 5, 1998; Wei et al.» 1998; 魏 永 杰 等 ， 
1999; 李 充 壁 等 ,2001)。 关 于 SpltMNPV 日 本 株 的 基 
因 克 隆 及 序列 分 析 研 究 在 国内 外 尚未 见报 道 ,为 此 ， 
我 们 利用 斜纹 夜 蛾 培养 细胞 , 对 近年 来 在 日 本 本 州 、 
九州 和 四 国 等 地 发 现 并 和 入选 出 的 对 斜纹 夜 蛾 幼 忠 具 
有 强烈 杀 虫 活性 的 SpltMNPYV 分 离 株 进 行 了 生物 学 
活性 和 分 子 生物 学 的 初步 研究 : 克隆 了 SphuMNPV H 
本 株 三 种 基因 型 的 росе ВЕНА А, 并 进行 
了 序列 分 析 , 为 进一步 研究 病毒 基因 组 的 变异 与 生 
物 学 特性 的 关系 、SpliMNPV 的 侵 染 机 制 以 及 通过 基 
因 工 程 途径 构建 新 的 高 效 杀 上 忠 病 毒 莫 定 基础 。 


1 材料 和 方法 


1.1 病毒 和 细胞 

3 株 SpltMNPV 由 日 本 疏 时 县 生物 产业 技术 研 
究 所 Katsumi Kamiya 博士 馈赠 。 和 斜纹 夜 蛾 TUAT- 
Spli221 细胞 由 日 本 名 古 屋 大 学 资源 昆虫 研究 室 
Michihiro Kobayashi 教授 提供 , 苏州 大 学 生命 科学 学 
院 细胞 与 分 子 生 物 学 教研 室 保存 。Spli 细胞 用 TC- 
100 培 养 基 ( 添 加 10% 胎 牛 血清 , Invitrogen. 公司 》 
28% 下 培养 。 


1.2 ”病毒 感染 

除 空 班 分 析 外 , 所 有 实验 均 使 用 12.5 сағ 
(Falcon 公司 ) 或 25 cm C Coming 公司 DOSES) 
单 层 贴 壁 细胞 。12.5 em? $025 em? BAF MATA 
TRA 1x10 和 2x105 个 细胞 ,室温 下 静 置 1~ 2 р, 
形成 单 层 贴 壁 培养 细胞 。 除 去 培养 液 后 , 12.5 em 
和 25 en? 培养 瓶 内 分 别 接种 500 uL 和 1 000 uL 病 
毒液 ,感染 复数 Cmultiplicity of infection) 为 1。 室 温 下 
用 震荡 器 慢 摇 1 b 使 病毒 吸着 细胞 , 然后 除去 病毒 
接种 液 ,用 1 mL 培养 液 洗 涤 2 次 ,分 别 加 入 2.5 mL 
或 5 mL 培养 液 ,28 人 培养。 以 病毒 吸着 细胞 终了 时 
为 感染 0 h。 
1.3 病毒 ОМА 的 提取 、 酶 解 及 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 

参照 Wu 等 (2000) 方 法 从 感染 的 培养 细胞 提取 
病毒 DNA。 溶 于 TECpH 8.0247 SpltMNPV DNA 经 浓 
度 测定 后 ,4 人 保存 备用 。 病 毒 DNA 浓度 由 A260nm 
推算 。 

病毒 DNA 的 限制 酶 酶 解 方法 :1~ 2 ug 病毒 
DNA 在 含 1~2 红 各 种 限制 酶 的 20~ 30 uL 反应 液 
中 ,37% 酶 解 5 h; BERE BH 0.75% ЕЛЕНА ЛЕ 
《SeaPlaque СТС, ЕМС) 27 8, EtBr 染色 , SER Ey 
像 系 统 (Gene 人 公司) 分析、 成 像 。 各 DNA 片段 大 小 通 
过 DNA Marker ADNA/ Hind A ADNA/ Hind II + EcoRI 
CTaKaRa) 作 标准 进行 推算 。 酶 解 片段 数 和 片段 大 
小 ,通过 各 种 浓度 琼脂 糖 凝 胶 电 访 分 析 后 进行 综合 
估算 。 

14 芽 生 病毒 定量 样品 和 免疫 印迹 分 析 样 品 的 制备 

用 12.5 са 培养 瓶 培养 细胞 , 病毒 感染 后 0、 
24.48.72 196 h, 分 别 用 硅胶 刊 子 刮 取 细 胞 , 取 1.5 
mL ZE BE DRE 2 1.5 mL 离心 管内 ,3 000 r/min 4*C 
离心 5 min. EF HE - ОСЫ 用 于 BV Chbudded 
vius 芽 生 型 病毒 ) 定 量 。 沉淀 内 加 入 60 uL SDS- 
PAGE 样品 缓冲 液 溶 解 , 然后 沸水 浴 处 理 3 min, 
-20% 保 存 ,作为 免疫 印迹 分 析 样 品 备 用 。 

15 芽 生 病毒 定量 ( 空 斑 分 析 法 》 

空 斑 分 析 根据 Shirata 等 (1999) 的 方法 进行 。 具 
体 过 程 如 下 : 将 1 x10 个 Spli 细 胞 种 于 直径 35 mm 
的 培养 下 内 (Falcon), 静 置 1~ 2 Һ 使 细胞 贴 壁 ,除去 
细胞 培养 液 后 ,每 个 培养 亚 接种 200 uL 各 种 稀释 度 
的 病毒 液 , 室温 放置 1 h 使 病毒 吸着 细胞 。 除 去 组 
冲 液 后 , 覆盖 含 0.75% (W/V) 琼脂 糖 《 SeaPlaque 
GTG, FMC) 的 TC-100 3 mL. 琼脂 糖 凝固 后 , 用 
parafilm 27 O 28 CAF, 直至 空 斑 明 显 形成 ( 约 S~7 
天 )。 高 压 灭 菌 后 47% 保温 的 3.75% CWINO SERE 


5 期 朱江 等 : 日 本 三 株 斜 纹 夜 蛾 核 型 多 角 体 病毒 的 增殖 特性 及 其 多 和 角 体 蛋白 基因 的 序列 分 析 545 


水 溶液 与 同 47% 保 温 的 TC-100 培养 液 以 1:4 比例 
混合 ( 终 浓 度 0.75%%) 即 检 盖 用 琼脂 糖 。 
1.66 免疫 印迹 分 析 

多 角 体 蛋白 的 免疫 印迹 分 析 根 据 Shirata 等 
《1999) 的 方法 进行 。 采 用 的 一 抗 为 BmNPV 多 角 体 
ЖА іл С Місто Kobayashi 教授 馈赠 )。 
17 质粒 和 菌株 

载体 质粒 pMD 18-T VectorCTaKaRa 公司 ), 受 体 
菌 JM109 由 本 实验 室 保 存 。 
1.8  SpltMNPV 多 角 体 基因 的 克隆 

以 SpIMNPV 中 国 株 (G2 基因 组 全 序列 polh Æ 
因 读 码 框 5' 及 3' 端 非 编码 序 列 设计 一 对 引物 (上 游 
引物 5'-gacatgtaatgattagata-3', 下 游 引 物 5'-tgtctcggttgt- 
ectett-3 0. 以 3 种 基因 结构 型 月 本 株 SpltMNPV 基因 
组 DNA 为 模板 进行 PCR 扩 增 , 扩 增 条 件 为 :94%C 5 
тіп, 0C 5 min, 然后 进入 循环 反应 ,94% 30 8,52% 
30 в,72% 2 min,30 次 循环 后 72%C 10 min。 片 段 的 
分 离 .连接 .转化 .重组 质粒 的 鉴定 等 均 按 Sambrook 


2.02 
1.91 
1.58 


1.38 





图 1 AcMNPV, BmNPV 和 日 本 3 ЖЕ SpltMNPV 基因 组 DNA 
的 EcoR I 88 572 Vr 
Fig. 1 КоВ] restriction digest patterns of АсММРУ, 
BmNPV and three Japanese strains of SPIMNPY 
МІ. ADNA/Hindlll: 1. AcMNPV: 2. BmNPV: 3. К-3: 


4, G1-2: 5. G10-3: M2. ADNA/Hindlll + Eo RI. 


和 RussellC 2001 ?方法 进行 。 
1.9 序列 测定 和 分 析 

序列 测定 应 用 Bigdye-Temminator 3700 测序 仪 。 
对 测 得 的 序列 用 DNASIS. PROSIS 等 软件 进行 ORF 
及 氨基 酸 序 列 分 析 , 用 BLAST 软件 搜索 GenBank FE 
中 的 同 源 基 因 , 用 Clustal Х 软件 进行 多 序 联 配 比较 
及 同 源 性 百分数 计算 。 


2 结果 


2.1 SpltMNPV DNA 的 BecoRT 酶 切 图 谱 分 析 

З Ж SpRMNPV DNA 的 EcoR | 酶 切 图 谱 分 析 表 
明 ,K-3.GI-2 和 G10-3 分 别 具 有 不 同 的 特征 性 酶 切 
ЕНСЕ 12. K-3. G1-2 和 G10-3 酶 解 后 分 别 获 得 
26.22 和 19 个 DNA Fr & 4 AR T A.B RI C 3 F 
基因 型 ( 表 1). 


Жі 日 本 3 株 SpltMNPY 基因 的 EcoR | ЕНЕ 
(Table 1 EcoR 1 restriction fragments of three 


Japanese strains of SpléMNPV 
K-3 G1-2 G10-3 
HBtX4 片段 代码 READ 片段 代码 片段 大 小 KEAR 
Fragment Fragment — Fragment Fragment Fragment Fragment 
size (kb code size C kb? code size C kb) code 
15.4 Á 19.3 Á 20.4 Á 
11.8 В 12.9 В 17.9 B 
10.6 C 11.5 C 16.3 C 
9.8 D 9.7 D 12.5 D 
9.4 E 8.6 E 10.3 E 
8.6 F 7.6 F 8.6 Е 
7.9 G 7.2 G 7.0 G 
6.3 H 6.9 H 4.7 Н 
9:5 І 5.9 І 4.4 I 
5.4 1 5.3 J 4.0 Ј 
5:2 K 5.0 K 3.6 K 
4.7 L 4.7 L 3.2 L 
4.6 M 4.5 M 2:7 M 
4.5 N 2.6 N 2.3 N 
4.4 0 2.5 0 24 0 
4.0 P 2.4 P 1.9 P 
3.4 Q 2:3 0 1.5 0 
2.2 R 2:2. R 1.3 R 
2.0 5 2.0 5 1.2 S 
1.8 Т 1.9 T 
1.7 U 1.8 U 
1.6 V 1.1 у 
1.4 W 
1.3 X 
1.1 Y 
1.0 Z 
合计 Tea 
135.4 127.9 125.9 
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2.2 SpltMNPV Æ Spli 细胞 内 的 增殖 特性 

研究 表明 , 感染 SpltMNPY 的 Spli 细胞 在 感染 24 h 
后 ,可 以 观察 到 细胞 病变 , A КЗ ВЯ у G1-2 
在 感染 24 h 后 已 能 见 到 少量 多 角 体 ; C 型 的 G10-3 
在 感染 后 36 h 也 能 发 现 少量 和 多角 体 , 随 着 感染 时 间 
的 延长 , 含 多 角 体 细胞 的 比例 和 每 个 细胞 中 多 角 体 
的 数量 也 和 急剧 增加 。 感 染 后 96 h, K-3 与 С10-56% 
角 体 的 比例 以 及 每 个 细胞 内 多 角 体 的 数量 均 比 GI-2 
明显 地 多 。 感 染 后 9%6 的 细胞 悬浮 状况 以 G10-3 的 


к “7а K- 
12 






图 2 日 本 3 株 SpIMNPV 感染 斜纹 夜 蛾 Spli 细胞 的 多 和 角 体 形成 


比例 最 高 ( 约 9096, КЗ 次 之 ( 约 50%), C1-2 最 少 
(5% ~10%)( 图 2，»。 感 染 细 胞 释放 到 培养 液 内 的 
BV 数 量 , 三 种 类 型 的 病毒 都 随时 间 的 推移 而 急速 增 
加 ,感染 后 48 h A 型 的 K-3 已 达 最 高 值 ,B 型 的 GI-2 
和 C 型 的 GI0-3 接近 最 高 值 , 感染 后 72 h, BÆRI 
G1-2 和 CC 型 的 G10-3 mAn, A 型 的 kK-3 基本 维 
持 稳 定 。 从 总体 看 ,A 型 和 B 型 的 BV 产 量 比 C 型 
多 (图 3)。 


3% 5 
^ Nepote AN atio 


Fig. 2 Polyhedral formation in the Spli cell lines infected with three strains of ӘрАММРУ from Japan for 48 h 
1. XIR Control; 2. К-3; 3. G1-2; 4. (10-3. 


106 


E 
Е 10 
=] 
E 
e 
5 
= 10 
E 
pA —@— K3 
4 is -Ш- 612 
Ж —#@— G10-3 
102 
0 24 48 72 


感染 后 时 间 Hours after infection (h) 


图 3 SpltMNPV К-3, 61-241 G10-3 感染 斜纹 夜 蛾 Spli 细胞 
的 芽 生 病毒 生长 曲线 
Fig. 3  Budded virus growth curve of SptMNPV K-3， 
С1-2 and G10-3 in Spli cells 
每 个 点 的 数据 为 3 个 重复 的 平均 值 Басһ point represents the 


mean value from three independent measurements. 


23 多 角 体 蛋白 的 免疫 印迹 反应 

在 病毒 感染 后 24 h.3 种 基因 型 的 SpltMNPY 都 
可 从 免疫 印迹 图 谱 中 见 到 明显 的 多 角 体 重 白 区 带 。 
图 谱 显 示 , 随 着 感染 时 间 的 推移 ,多 角 体 旦 白 均 明 显 
增加 , 以 24 ~ 48 h 增加 最 显著 。 分 子 量 估 算 表明 ,A 
型 和 B 型 的 多 前 体 蛋 白 约 29 kD,C 型 的 多 角 体 各 白 
{5 26.5 kDC 图 40. 
2.4  SpltMNPV polh & A АУ ve BE AN 3A H BR FF y) 
特征 

以 3 种 基因 型 SpltMNPV 基因 组 DNA 为 模板 ， 


用 设计 的 一 对 引物 进行 PCR 扩 增 , 得 到 3 个 分 子 量 
约 900 bp 的 产物 ,克隆 到 载体 质粒 pMD 18-T Vector 
内 。 进 一 步 的 PCR 扩 增 和 酶 切 鉴 定 证 明 克 隆 成 功 
(GenBank 登录 号 A 型: AY552474; BÆ: AY549963; 
CH. AYS49964)。 序 列 分 析 表 明 ,3 个 克隆 包括 了 
3 种 基因 型 SpltMNPV polh 基因 ОВЕ 的 全 部 序列 以 
及 5' 和 3 端 非 编 码 区 的 部 分 序列 。3 个 克隆 片段 的 
核 音 酸 序列 及 其 所 推导 的 氨基 酸 全 序列 见 图 5。 这 
3 个 克隆 片段 包含 了 747 bp 的 读 码 框 及 5' 端 启动 子 
[X 138 bp 和 3’ 端 终 止 子 区 26 bp 的 序列 。 推 时 的 读 
码 框 编 码 249 个 氨基 酸 , 分 子 量 约 29 kb, 其 中 C 型 
有 一 个 氨基 酸 的 改变 。 在 起 始 密码 子 АТС 上 游 
-20 ~ -70 bp 相对 保守 ,其 A+ 人 了 含量 达 76%. Ж 
-51 bp 处 有 一 个 杆 状 病毒 启动 子 基 序 TAAG, 这 是 一 
个 典型 的 杆 状 病毒 晚 晚 期 基因 的 启动 子 特 征 性 序 
列 。 
2.5 同 源 性 搜索 与 比较 

同 源 性 比较 分 析 表 明 : SplMNPV 日 本 株 А.В 
和 CC 型 po 下 基因 编码 区 核 背 酸 序列 与 中 国 株 间 的 
[STR Е ^p 2128 98.5%.100% $1 99.9%, Ej $8 SE CHR 
核 型 多 角 体 病毒 (CSeMNPV)、 舞 毒 蛾 核 型 多 角 体 病毒 
(LdMNPV )、 BE TE iR ZX e WE AGE m Om mS 
《AcMNPV)、 黄 杉 毒 蛾 核 型 多 角 体 病毒 《OpMNPV)、 
美国 白 蛾 核 型 多 角 体 病毒 CHoNPV)7 和 家 查核 型 多 角 
体 病 毒 (BmNPV) 的 同 源 性 分 别 为 74.2%.69.2%. 
69.1% .69.0% .68.8% M 61.790 3& 2)。 起 始 密码 
C ATG 上 游 -1~-100 的 同 源 性 比较 分 析 表 明 : 
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Él4 SpliMNPV К-3» G1-2 和 G10-3 感染 的 斜纹 夜 蛾 Spli 细胞 中 多 和 角 体 蛋白 的 免疫 印迹 分 析 
Fig. 2 [Immunoblotting analysis of polyhedrin production іп Spli cells infected with SpltMNPV К-3, С1-2 and G10-3 
1. 感染 后 24h24 h after infection): 2. 感染 后 48 h CA8 h after infection: 3. 感染 后 72h (72 h after infection). 


3 种 基因 型 月 本 株 之 间 无 差异 ,它们 与 中 国 株 间 的 
同 源 性 为 08,095, 5 AcMNPV 和 BmNPV 间 的 同 源 性 
TAA 23.496 41 11.096 ,而 AcMNPV 与 BmNPV 间 的 
同 源 性 为 85.0%. 

氨基 酸 序列 的 同 源 性 比较 分 析 表 明 : ӘрЕММРУ 
日 本 株 A.B 型 多 角 体 重 白 的 氨基 酸 序 列 与 中 国 株 
的 完全 相同 ,C 型 与 中 国 株 的 同 源 性 为 99.6 铭 ,3 种 
基因 型 SphMNPV 多 角 体 蛋白 的 氨基 酸 序 列 与 
AcMNPV, HcNPV. SeMNPV. OpMNPV. LdMNPV 和 
BmNPV B9 A 2€ E? FP 7j 4r 2 5 83.496. 82.996. 
82.496 -82.4% 79.995 FA 77.9% ЕМЕЛ E C. 22. 


з 讨论 


本 研究 所 用 SpltMNPV 是 从 月 本 各 地 斜纹 夜 蛾 
感 病 幼 虫 分 离 并 经 空 斑 纯化 克隆 的 3 个 分 离 株 。 基 
因 组 DNA 的 EcoR | 酶 切 琼 脂 糖 电 泳 可 得 到 3 种 不 
同 的 图 谱 ( 图 1, 表 1), 这 3 种 图 谱 与 BmNPV 和 
AcMNPV 的 EcoR | B& 07 Ё TÉ CMaeda and Majima， 
1990; Lavina et al.. 2001) 8 BH [х SJ, 而 与 从 中 
E .菲律宾 等 地 分 离 的 SoRMNPV 的 EcoR | 酶 切 图 
谱 ( Lavina et al.. 2001bO 4B fA. AE jE E H EIX 3 
种 基因 型 SpltMNPY 为 不 同 的 分 离 株 。 

Hara 等 (1995a，1995b) 比 较 了 从 日 本 和 泰国 分 
离 到 的 甜菜 夜 蛾 核 型 多 角 体 病毒 (SeNPV) 对 Se301 
细胞 的 感染 和 增殖 情况 以 及 对 希 菜 夜 蛾 的 感 病 性 ， 
发 现 芽 生 病毒 在 培养 细胞 中 的 产量 和 多 角 体 形成 数 
量 以 及 对 幼虫 的 致死 率 均 随 分 离 株 而 异 。Cahallero 
等 (1992) 比 较 了 美国 和 泰国 的 分 离 株 (SeNPV-Us 和 
Th) 以 及 西班牙 的 2 个 分 离 株 (SeNPV-Spl 和 Sp2) 的 


致 病 性 , 发 现 SeNPV-Th 最 高 , SeNPV-Spl 最 低 。 这 
些 研究 表明 ,自然 界 存 在 着 致 病 性 和 增殖 能 力 等 生 
物 学 特性 不 同 的 SeNPV 分 离 株 。 本 研究 对 已 克隆 
的 SpMNPV 月 本 株 3 个 分 离 株 (A 型 的 K-3. 了 型 的 
GI-2 和 C 型 的 G10-3) 的 生物 学 特性 进行 了 较 详 细 
的 比较 分 析 。 分 析 表 明 , A 型 和 B 型 分 离 株 的 芽 生 
病毒 产量 比 C 型 分 离 株 多 ,而 产生 多 角 体 的 细胞 比 
例 和 每 个 细胞 内 多 角 体 的 数量 则 C 型 最 多 , A 型 次 
之 ,B 型 最 少 ( 图 2.3)。B 型 芽 生 病毒 多 ,但 多 角 体 
少 , 所 以 细胞 润 亡 晚 ,而 和 型 和 CC 型 多 前 体 多 ,细胞 
死亡 就 快 。3 个 分 离 株 的 芽 生 病毒 产生 能 力 和 多 和 角 
体 产生 能 力 的 差异 很 可 能 与 病毒 感染 早早 期 表达 的 
早期 基因 产物 的 活性 差异 有 关 , 但 是 ,这 种 活化 能 
的 差异 是 由 早期 基因 产物 量 的 差别 还 是 质 的 差异 引 
起 的 , 尚 待 深 入 研究 。 

免疫 印迹 结果 表明 ,3 种 类 型 的 病毒 感染 细胞 
Ж 24 h 均 见 到 明显 的 多 角 体 蛋白 区 带 , 这 与 对 感 病 
培养 细胞 的 观察 结果 是 一 致 的 。B 型 多 角 体 数 最 
少 ,可 能 存在 多 角 体 重 白 有 部 分 未 被 包装 。C 型 多 
角 体 蛋白 明显 少 于 各 型 和 BR 型 ,但 多 角 体 数 比 了 型 
多 ,推测 不 同 基 因 结 构 型 间 存 在 着 包装 效率 的 差异 。 
免疫 印迹 结果 发 现 ,细胞 感染 病毒 48 h 和 72h 时 A 
型 出 现 2 个 区 带 ,而 主 区 带 似 又 有 2 TESH , -h 
的 出 现 是 否 与 最 大 带 的 断裂 有 关 。 另 一 重要 发 现 
是 ,C 型 多 角 体 量 白 的 分 子 量 比 A 型 和 型 的 小 
2.5 ОН 4), 但 分 子 克隆 和 序列 分 析 的 结果 ,C 型 
多 角 体 蝇 白 组 成 中 只 有 一 个 氨基 酸 的 改变 , RI 
Glul01Gly, 这 样 的 变化 不 足以 引起 分 子 量 的 明显 差 
别 , 而 且 尚 未 有 报道 表明 多 角 体 重 白 存在 后 加 工 , 这 
种 现象 有 待 深 入 研究 。 我 们 以 前 的 研究 表明 ,与 A 
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图 5 SplHMNPV A.B 和 fC 型 多 角 体 蛋白 基因 ( 含 
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AAA TACA TACA ATTAT Bi tat tes CAA це 
AC? ATT: TTAGATTAGATAATATTGACATGTAATTTC 
GACATGTATTGATTAGATAGTACAAAATATTTAGATTAGATAATATTGACATGTAATTTC 
е ЕЕЕ ЗЕ ОЕ О o L oe tole ОЕ ОЕ 
TCAATACTACAAAGATTTAAGTGATGATAAGGAATTTATTACTATTGTTCTAGATAGTGA 
TCAATACTACAAACATTTAACTCATGATAAGGAATTTATTACTATTGTTCTAGATAGTGA 
TCAATACTACAAAGATTTAAGTGATGATAAGGAATTTATTACTATTGTTCTAGATAGTGA 
о ke КИЕ ЖЖЖ oko ke ke в еже оф 
AAAATCAAATATCCCATAATGTATAGTCGTTATAGCGCCTACAATTATAGTCCCCATCTG 
AAAATCAAATATCOCATAATGTATAGTCGTTATAGTGCCTACAATTATAGTCCCCATCTG 
AAAATCAAATATCCCATAATGTATAGTCGTTATAGTGCCTACAATTATAGTCCCCATCTG 
ооо ое ое ео bbb kk ОО ОСОО ОЕ 


NTYSRYSAYANYS9P HCL 
GGCAAAACCTATGTATACGATAACAAGTATTACAAAAATCTAGGTCACGTGATTAAAAAT 
GOGCAAAACCTATGTATACGATAACAAGTATTACAAAAATCTAGGTCACGTGATTAAAAAT 
СОСАЛААССТАТСТАТАССАТАЛСААСТАТТАСАААААТСТАСОТСАСОТСАТТАААЛАТ 
жж ОКЖ ООСО ООО ООН ООЗУ ООО 

G K T Y V Y DN K Y ҮК КІ G Hv IKN 
GCTAAACGCAAACACGATGCTCTCGAACGCGAGGCCGACCAGCGTGAGCTCGATCACCTC 
GCTAAACGCTAACACGATGCTCTCGAACGCGAGGCCGACCAGCGTGAGCTCCATCACCTC 
GCTAAACGCAAACACGATGCTCTCGAACGCGAGGCCGACGAGCGTGAGCTCGATCACCTC 
Жжжж, ЭЖЖ ооо ОКО ОК 

A K RK H D AL E R E ^ DE R EL DH L 
GACAAGTATCTGGTCGCAGAGGATCCGTTCATGGGTCCTGGTAAAAA TCAAAAGTTGACT 
GACAAGTATCTGGTCGCAGAGGATCCGTTCATGGGTCCTGGTAAAAATCAAAAGTTGACT 
GACAAGTATCTGGTCGCAGAGGATCCGTTCATGGGTCCTGGTAAAAATCAAAAGTTGACT 
зоок оо ее е о о е о ооо о О ОО ОООО 

D K Y L V AE DP F MG PGK NQEKLT 
CTGTTCAAAGAGATTCGTAACGTGAAGCCCGACACGATGAAGCTGATCGTCAATTGGAAC 
CTGCTTCAAACAGATTCGTAACGTGAAGCCCGACACGATGAAGCTGATCGTCAATTGGAAC 
CTCTTCAAAGAGATTCGTAACGTGAAGCCCGACACGATGAAGCTCATCGTCAATTGCCAAC 
ЖОИЕ ДОК ЖЖЖ ООЖ СООК ЖЕЖ ЖЖЖ ЖЖ 

L F Kk BE IL R NV.K POD TM KL I YN WN 
GGTAAAGAGTTTCTGCGCGAGACTTGGACTCGCTTTATGGAAGACAGCTTCCCCATCGTG 
GGTAAACAGTTTCTGCGCGAGACTTGGACTCGCTTTATGGAAGACAGCTTCCCCATCGTG 
GGTAAAGAGTTTCTGCGCGGGACTTGGACTCGCTTTATGGAAGACAGCTTCCCCATCGTG 
оо оноо ЖЖЖ, ЖА ЖЖ ӘӘ ЖӘЯУ ЗЕ ЕЗ fele de ӘӘ ЕЕ ЕЕ о Әс 

G KEF LR [E] T W TR F M ED SF P I V 
AACGCATCAAGAAGTGATGGACGTGTTTTTAGTGGTAAACATGCGTCCCACTAGACCGAAC 
AACGATCAAGAAGTGATGGACGTGTTTTTAGTGGTAAACATGCGTCCCACTAGACCGAAC 
AAÀCCATCAACAAGTGATGGACGTCTTTTTAGTGGTAAACATGCGTCCCACTAGACCGAAC 
seeks jeje ke jeje sjesje sje ke jeje ОЗЕ О о ЖОЕ 

N DQEVMD VEL YY YY NMERP TRPN 
CGTTGCTTTAGATTTTTAGOGCAGCACGCGCTCCGATGOGATCCCGAGTACGTTCCTCAC 
CCGTTGCTTTAGATTTTTAGCGCAGCACGCGCTCCGATGCCATCCCGACTACGTTCCTCAC 
CGTTGCTTTAGATTTTTAGCGCAGCACGCGCTCCGATGCGATCCCGAGTACGTTCCTCAC 
оороо окоо окоо ооо ОЮ ООСО ООО ЮО ООК 

R CF RF L АӘНА R C DP E Y V P H 
GACGTGATCCGCATCGTCGAACCGTCGTACGTCGGCACCAACAATGAATACCGCATCAGT 
GACGTGATCCGTATCGTAGAACCGTCGTACGTCGGCACCAATAACGAATACCGCATCAGT 
GACGTGATCCGTATCGTAGAACCGTCGTACGTCGGCACCAATAACGAATACCGCATCAGT 
ЖЖЖ ЖЖЖ ok ЖЖЖ ЖОЖ ЖЖ ЖЖЖ ЖЖЖЖЖЖЖЖЖ ЖЖ ЖЖ ЭЖЖ 

D V IRI V EP SY Y 6 TNN Y R I S 
CTCGCCAAGAAAGGTGGCGGTTGTCCCGTGATGAACCTGCACGCCGAATACACCACGTCG 
CTGGCTAAGAAGGGCGGCGGTTGTCCCGTGATGAACCTGCACGCCGAATACACCACGTCG 
CTGGCTAACAAGGGCGGCGGTTGTCCCGTGATGAACCTGCACGCCCAATACACCACOTCG 
Жж жж жжжжж, ЖЖ жонок ЖОККА ЖКЖ ЖЖЖ 

АК KG GG CP VM NL HAE Y Т TS 
ТТССАСАССТТСАТССАСААССТСАТАТССТАСААСТТТТАСААССССАТССТСТАССТС 
TTCGAGAGCTTCATCGACAAGGTGATATGGTACAACTTTTACAAGCCCATCGTGTACGTG 
TTCGAGAGCTTCATCGACAAGGTGATATGGTACAACTTTTACAAGCCCATCGTGTACGTG 
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СССАСССАТТССССССААСАССАССАСАТССТТСТССААСТСТСССТССТСТТСААСАТС 
GGCACCGACTCGGCTGAAGAGGAGGAGATCCTTCTCGAAGTGTCGCTCGTGTTCAAGATC 
GGCACCGACTCGCGCTCAACACCAGCACATCCTTCTCGAACTGTCCCTCGTGTTCAAGATC 
Мокок ЖЖЖЖЖ жж О Ж КОКОКО ООО 

G T p S A EEEETLLEVSLVFEKI 
AAAGAGTTTGCTCCCGACGCGCCTCTATACACGGGTCCCGCGTATTAA 
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Fig. 5 Nucleotide sequence of SptMNPV A,B,C polyhedrin genes Cincluding 5” end) and predicted amino acid sequence 


型 和 B 型 相 比 ,C 型 的 G10-3 能 引起 斜纹 夜 蛾 幼虫 
的 迅速 死亡 ,对 G10-3 生物 学 特性 和 分 子 生 物 学 的 


黑体 字母 代表 杆 状 病毒 晚 晚 期 基因 局 动 子 基 序 Black font is the motif of baculovirus 


promoter of very late gene: [E]: СЯ 101 位 是 G CC type 101 site is С). 


核 音 酸 和 氨基 酸 序列 分 析 表 明 , 与 SpltMNPYV 的 
中 国 株 相 比 , 日 本 株 的 poih 基因 编码 区 内 , A 型 有 


深入 研究 将 有 助 于 开发 新 的 斜纹 夜 蛾 病毒 杀 虫 剂 qo 处 发 生 了 了 碱 基 突 变 ，B 型 和 C 型 分 别 只 有 1 处 发 


(Kamiya et al.» 20042. 


生 了 碱 基 突 变 ( 图 50.18 C 型 的 碱 基 


AEST 


5 8H 
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452  SpttMNPV  ЖЕНЕЕЕЕЕ СЕС ТР ЕСКЕ ЖЕЛІНЕ ЕС ) 
Table 2 Amino acid (upper triangle) and nucleotide sequence (lower triangle) identities ( % ) of SpIfMNPV polyhedrin gene 


Ee 氨基 酸 Amino acid 
Nucleotide д SpltjpB SphijpC SohCN МАРУ HeNPV BmNPV IdMNPV AcMNPV — OpMNPV 
SpltipA 100 9.6 100 82.6 83.1 78.1 80.1 83.6 82.6 
SplijpB 98.6 99.6 100 82.6 83.1 78.1 80.1 83.6 82.1 
SpltjpC 98.5 9.9 99.6 82.1 82.6 71.6 79.6 83.1 82.1 
SpliCiN 98.6 100 99.9 82.6 83.1 78.1 80.1 83.6 82.6 
SeMNPV 74.1 74.3 74.1 74.3 83.6 80.1 79.1 84 83.1 
HcNPV 68.1 69.2 69 69.2 70.8 85 78.6 9.6 88.7 
BmNPV 61.2 62.1 61.9 62.1 69.5 74.7 78.1 85.5 91 
LIMNPV 69.2 69.4 69.2 69.4 66.6 69.7 68.5 79.1 78.1 
AcMNPV 68.3 69.4 69.2 69.4 71 99.9 74.9 69.9 89.2 
OpMNPV 69.5 68.9 68.7 68.9 73.1 76 79.6 71.5 76.2 


SpltjpA: 日 本 株 A 型 斜纹 夜 娥 核 型 多 角 体 病毒 Type А, Japanese strain SpItMNPV; SplipB: НЖЖ В 型 斜纹 夜 峨 核 型 多 角 体 病毒 Туре В, Japanese 
strain SBEMNPV; SpltjpC: 日 本 株 C 型 斜纹 夜 峨 核 型 多 角 体 病毒 Type C. Japanese strain SpltIMNPV; SphCN: 中 国 株 斜 纹 夜 峨 核 型 多 角 体 病毒 
Chinese strain ЅрЕММРУ; SeMNPV: 甜菜 夜 峨 核 型 多 角 体 病毒 ， HeNPV: 美国 白 蛾 核 型 多 角 体 病毒 ; BmNPV: 家 重 核 型 多 角 体 病毒 ，L4MNPV: Ж 
毒 峨 核 型 多 角 体 病毒 ' AcMNPV: 前 蒂 银 纹 夜 峨 核 型 多 角 体 病毒 ， OpMNPV: 黄 杉 毒 峨 核 型 多 角 体 病毒 . 


基 酸 的 突变 。 在 核 型 多 角 体 病毒 中 , polh 是 保守 性 
很 强 的 基因 , 本 研究 结果 也 证 实 了 这 一 点 。 尽 管 3 
株 病 毒 的 polh 基因 序列 间 同 源 性 很 高 , 但 3 株 病 毒 
基因 组 DNA 的 EcoR I 酶 切 图 谱 以 及 它们 的 增殖 能 
力 和 致 病 性 差异 很 大 , 说明 这 3 株 病毒 是 生物 学 特 
性 很 不 同 的 病毒 。 对 SpliMNPV 多 种 分 离 株 的 基因 
组 基因 组 成 和 基因 结构 的 比较 研究 , 将 为 今后 研究 
病毒 基因 组 的 变异 与 生物 学 特性 的 关系 以 及 昆虫 
NPV 基因 组 多 型 发 生机 制 提供 重要 线索 。 

Eg fuu ERES E YE EB |А 
源 序列 不 同 , SpltMNPV ph 基因 $' 端 启动 子 调控 序 
列 与 AcMNPV 和 BmNPV 存在 很 大 差异 。 以 末端 Cnt 
-1--100? 区 域 相 比 较 , SpltMNPV 与 AcMNPV 和 
BmNPV 的 同 源 性 只 有 23.4% 和 11.0%, 而 AcMNPV 
和 BmNPV 在 此 区 的 同 源 性 为 85.0%. Rankin 等 
《1988) 关 于 AcNPV 核 型 多 角 体 蛋白 基因 局 动 子 调 
控 序 列表 达 作 用 的 分 析 认 为 , 该 启动 子 序列 有 12 个 
高 度 保守 核 苷 酸 ,特别 是 其 中 TAAGTATTCnt-44 - 
-51)8 个 核 昔 酸 对 该 启动 子 的 表达 功能 具有 至 关 重 
要 的 影响 , SpltMNPV ph 基因 在 这 8 个 核 苷 酸 中 
CTAAGGAAT,nt44- -31) 有 2 个 发 生变 异 。 
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